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ヒ ト口腔常在真菌の代表であるCandida　albicans(C.albicans)が起こす 口腔カンジダ症は、高齢者で
多く認められる。 口腔カンジダ症の研究では、実験動物 を用いて ヒトの口腔カンジダ症に類似 した病変
を起 こさせ る試みが行われている。その中でもマウスが最 も実用性の高い実験動物 と考えられている。
申請者の属する専攻科においてもマウスを用いた実験的口腔カンジダ症の研究を進めてきたが、安定
的な再現性のある実験結果を得ることは困難 なことが多い。そこで、本研究ではマ ウスの実験的 口腔
カンジダ症の条件設定に新たに取り組み、再現性のある条件を確立す ることを試みた。
口腔カンジダ症の病態形成 においては、産生 される炎症性サイ トカインの動態が極 めて重要 と考え
られている。そこで、このマウスモデル を用いてカンジダ症におけるサイ トカイン産生について解析を
行った。
Ⅱ 研究方法
1.使用 したC.albicansの菌株 とその調整
高齢者 の 口腔内 か ら分離 したC.albicans　OH-1株を使用 した。OH-1株の菌液 を2%FBs中に浮 遊 させた
ものを使 用菌液 とした。
2.マ ウスの感染 実験
感染 実験は、奥羽 大学動物実験委 員会 の許 可を得 て、動物 実験 規程 に従 って行 った。マ ウスは、4
週齢 か ら5週齢 の雌 性ICRマウスを使用 した。
3.マウスへ のC.albicansの接種
マ ウスに0.2mgのプ レ ドニ ゾロンを皮下注射 した。 同時 にマ ウスの飲 料水 を水道水 か ら塩酸 ク ロル
テ トラサイ ク リン含 有水道水 に変 更 した。そ の24時間後 に0.1mgのク ロル プ ロマジ ン塩酸塩 を 後肢
大腿部 に筋 肉注射 し、その20分後 に鎮静 したマ ウスの舌に調整 した菌液 を接種 した。
4.マ ウス舌組織 中のC.alblcanｓ菌数 とサイ トカイ ン産 生量の測定
マ ウスの舌 を切断 し、 ピンセ ッ トでほ ぐ して細 か い断片 とした。舌組 織断片 の入 った溶液 中のサ
イ トカイ ン量 をマ ウスELISAキッ トによって測定 した。
5.統計処理
統計 処理 は、one-way analysis of varianceを用 い た分 散分析 の後 、Bonferroni or Dunn methodに
よる多重比較検定 を行 った。
皿 研 究 結 果
1.飲用水 に含む塩酸 ク ロルテ トラサイ ク リン量の決定
マ ウス 口腔内の細菌数を減少 させ るために、飲用水 に塩酸 クロルテ トラサイ クリンを含有 させ る。そ
の含 有 量 を決 定す るための実験 を行 った。8mg/mlの塩 酸 ク ロルテ トラサ イ ク リンを含 有 した水道
水 を5日間飲 用 した場合 には、水道水 を飲用 した場合 と比較 して有意 な体重の減少が認 め られた。
したがって、塩酸 ク ロル テ トラサイ ク リンの含 有量 は4mg/mlとす ること とした。
2.塩酸 ク ロル テ トラサイ ク リン含有水道水 の飲用 に よるマ ウス ロ腔細菌数 の減少
塩酸 ク ロル テ トラサイ ク リン4mg/ml含有水道水 をマ ウスに4日間飲 用 させ てか ら舌 を切断 して、組
織 中の細菌数 を調べた。 その結果、舌組織中の総細菌数は水道水を飲用 させた場合 と比較 して、大幅
な減少 が認 め られた。
3.非感染マ ウス 口腔内か らのC.albicans検出の有無
マ ウスの感 染 実験 を行 う前 に、非感染 マ ウスの 口腔 内 にはC.albicansが常在 してい ないこ とを
確認 した。感染実験に使用 したマ ウス と同 じ条件 のマ ウス20匹を同一条件下で3日間飼育 してか ら、舌
を切断 して組織 中のC.albicansを調 べた。 その結果、C.albicansが検出 されたマ ウスは皆無であっ
た。 同様 な実験 を再度繰 り返 したが、同 じ結果 で あった。
4.マウス 口腔 カンジダ症 の発 現
次 の4群(1群 に付 き5匹)の マ ウスの舌 にC.albicansを接 種 して3日後 のC.albicansの舌組織中
の菌数 を調べ た。塩 酸 クロル テ トラサ イ ク リン含 有水道 水 を飲 用 させ 、プ レ ドニ ゾロンを投与 さ
せた場 合 にのみ多数 のC.albicansが舌組織 中か ら検 出 され た。マ ウス 口腔 カ ンジダ症 の発 現 には、
塩酸 ク ロル テ トラサイ ク リン含 有水道水 を飲用 させ る こと とプ レ ドニ ゾロンを投 与す る ことが必
要で ある ことが示 され た。
5.マ ウス舌にお ける白苔の形成
感 染3日後 のマ ウスの舌表 面には、 ヒ ト口腔 カ ンジダ症 で認 め られ る もの と極 めて類似 した 白
苔が形成 され ていた。
6.感染マ ウス舌組織 中のケモ カイ ン産生
感 染3日後 のマ ウスの舌組織 では、MIP-1αが非感染マ ウス と比較 して有意 に高 く産生 された。 し
か し、MCP-1は非感染マ ウス と同様 に全 く産生が認 め られ なかった。
7.感染マ ウス舌組 織 中の炎症性サイ トカイ ン産 生
次 に炎 症性 サイ トカイ ン として作用す るIL-1αとTNF-αについ て も同様 に調べ た。 そ の結 果、
IL-1αは非感 染マ ウス と比較 して有意 に高 い産生が認 め られ たが、TNF-αはMCP-1の場合 と同 じく
全 く産生が認 め らなかった。
8.感染マ ウス舌組 織 中のIL-17産生
真 菌感 染 に対す る宿主 の防御反応 におい て重 要な働 きをす るIL-17の産生 が認 め られたが 、その
産 生量は非感 染マ ウス と比較 して有意 差が認 め られなか った。
IV考 察 及 び 結 論
マ ウス 舌組 織 内 に多数 のC.albicansが定着す るには、塩酸クロルテ トラサイク リン含有水道水 を飲
用 させ る こと とプ レ ドニゾ ロンの投与が必要であった。
感染1日前か ら実験終了まで塩酸 クロルテ トラサイ ク リン含有水道水をマ ウスに飲用 させ ることで、マ
ウスの 口腔 内の細菌数 を大 き く低下 させ 、C.albicansの定着 と組織への侵入 を容易にす るこ とがで き
た。 抗菌薬 の 中で も塩酸 ク ロルテ トラサイ ク リンを選択 した理 由は広範 囲の抗菌 スペ ク トル を示す
ためで あ り、そ のた め、マ ウス ロ腔 内の多数の細 菌種の増殖 を抑制 で きた と考 え る。 さ らにプ
レ ドニ ゾ ロンの投 与で感染 前のマ ウスに免疫抑 制 を誘 導す る ことでC.albicansが排除 されず に定
着 できた。
次に、C.albicansを感染 させた舌組織 中か らは非感染 マ ウス と比較 してMIP-1αとIL-1αの有意 に
高い産生が認 め られた。 しか し、MCP-1,TNF-α,さらにIL-17は差 が認 め られなか った。 これ らの こ
とか ら、C.albicansによって誘導 され るサイ トカイ ン産生 では、特定 のサイ トカイ ンが選択 的 に誘
導 され る と考 えられ る。
IL-17は、真 菌感染 防御 の要 とな るサイ トカイ ンで ある。 このIL-17の産生量 が非感染マ ウス と変
わ らなか った こ とが、感 染3日後 の舌表 面に著名 な白苔 の形成 と舌組織 中でC.albicansの増殖 が認 め
られ た原 因の一つ とも考 え られ る。
サイ トカイ ン産 生 は、感 染す る微 生物 の種類 、あ るいはin VIVOかin vitroかの実験 系 に よっ て も
大 き く異 なる。 しか し、今 回の よ うなin ViVOの実験系 は、 よ りヒ トの 口腔 カ ンジダ症 の発 現 を 再
現 でき る と考 える。 カンジダ症 の治療 には、従 来か ら行 われて いる抗真菌薬の投与のみでな く、抗菌
物質 やプ ロバ イオ テ ィクス を用 い る試み も行われ よ うと してい る。 この よ うな新たな治療 方法 の
評価 にも、今 回の実験系は有効性が高 い と考え られ る。
